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Zur Methodik der Lipoprotein-Elektrophorese auf Celluloseacetat-Folie
im Routinelaboratorium
' l
Von G. B. ZIEGLER
Klin.-cbem. Zentrallabor at or t um (Chefarzt: Dr. F. Wosegien) des Kreiskrankenhauses Ludmgsburg
(Eingegangen am 30. Juni/24. August 1972)
Eine einfache, für das Routinelaboratorium geeignete Methode der Lipoprotein-Elektrophorese wird beschrieben. Sie zeichnet sich durch
scharfe Trennung der Fraktionen und durch eine intensive, stabile Färbung aus. Aussagekraft und Fehlerquellen der Methode werden
diskutiert.
Electropboresis of lipoproteins on cellulose acetate in the routine laboratory
A simple method is described for the electrophoresis of lipoproteins, which is suitable for the routine laboratory. It is characterized by a
sharp separation and an intense, stable staining of the fractions. The diagnostic value and the sources of error in the method are discussed.
In Abwandlung der von KLEMENS (1) modifizierten
Lipoproteinelektrophorese auf Celluloseacetatfolien nach
CHIN (2) haben wir Testbedingungen erarbeitet, die sich
wegen des geringen Aufwands zur Verwendung im
klinisch-chemischen Routinelaboratorium eignen. Eine
densitometrische Auswertung ist möglich.
Material und Methodik
Apparatur zur Mikrozonenelektrophorese auf Celluloseacetat-
folien (z. B. Fa. Boskamp).
Densitometer zur Auswertung von Mikrozonenelektrophoresen
(z. B. Chromoscan der Fa. Joyce, Loebl & Co. Ltd.).
Heizplatte mit Magnetrührer.
Celluloseacetatfolien (Schleicher und Schüll).
Michaelispuffer 0,06 mol/1 pH 8,6.
Ölrot 0 (Serva), Methanol p. a., Eisessig, Natriumhypochlorit-
lösung 12,5% (technisch).
Das nach mindestens 12-stündiger Nahrungskarenz gewonnene
Patientenserum wird möglichst frisch zur Elektrophorese einge-
setzt. Kleine Probenmengen werden für evtl. notwendige weitere
Untersuchungen bei —78°C (Methanol/Trockeneis) eingefroren
und bei —18°C gelagert. Nach dem Auftauen werden sie nicht
wieder eingefroren. Stets werden Serum-Cholesterin und Serum-
Triglyceride mitbestimmt. Die Verwendung von Heparinplasma
bringt keine Vorteile.
Elektrophorese
Die Vorbereitung der Folien erfolgt wie bei der Eiweiß-Mikro-
zonenelektrophorese üblich. Zum Auftragen der Probe sind wir
nach vorübergehendem Gebrauch von Mikrokapillaren (1) dazu
übergegangen, die Schmalkante eines Objektträgers durch Ein-
tauchen in einen Tropfen Serum gleichmäßig zu benetzen und
kurz kathodenwärts auf die Folie aufzulegen. Hierbei werden
3—5 Serum in einer scharf begrenzten Startlinie aufgetragen.
Nach vollständigem Eintrocknen der Probe in die Folie erfolgt die
Trennung bei 250 V. Die Dauer ist abhängig von der erreichten
Trennstrecke (mindestens 3 cm, kontrollierbar an der deutlichen
Albuminfront), etwa 40 min. Danach werden die Folien feucht in
das Farbbad eingelegt und 12—24 h bei 37°C gefärbt.
Farbbad und Transparen^verfabren
Zu 160 ml siedendem Methanol werden 0,5 g Ölrot 0 gegeben
und 5 min unter ständigem Rühren aufgekocht. Auf einen Rück-
flußkühler kann verzichtet werden. Langsam wird die ständig
siedende Lösung mit Methanol/Wasser (11+11) auf 300 ml auf-
gefüllt, wobei ein Ausfallen des Ölrot vermieden werden soll. Die
Lösung soll zum Schluß tiefrot und nur gering getrübt sein. Der
Wassergehalt soll 30% nicht übersteigen, da dies die Löslichkeit
des Ölrot stark vermindert, soll aber nicht unter 20% bleiben, da
dann Lipide aus der Folie herausgelöst werden. Nach dem Ab-
kühlen wird die Farblösung ins Färbegefäß dekantiert und ab-
gedeckt bei 37°C aufbewahrt. Sie ist etwa 7 Tage gebrauchs-
fähig.
Zu 80 ml 5proz. Essigsäure werden 5 ml 12,5proz. Natrium-
hypochloritlösung gegeben (Abzug). Die Folien werden einzeln
dem Farbbad entnommen, durch leichtes Darüberwischen von
aufgelagertem ölrotniederschlag befreit und einzeln 15—20 s in
der Natriumhypochloritlösung entfärbt. Der Untergrund sollte
nur leicht rötlich, die Lipoproteinfraktiorien tiefrot gefärbt sein.
Sollte der Farbeffekt nocht,nicht ausreichend sein, kann der
Färbevorgang nach kurzem Spülen der Folie in Wässer fortge-
setzt werden. Vor der Transparenzbehandlung werden die Folien
10 min in Wasser gespült. Sie werden dann für 2 s ins Trans-
parenzbad (Eisessig/Methanol 900 ml ~\- 100 ml) eingetaucht und
sofort auf einen Objektträger aufgezogen. Gasblasen werden wie
üblich mit einem Glasstab oder dgl. entfernt. Werden die Folien
vor der Transparenzbehandlung aufgezogen, dann bilden sich
im Transparenzbad Gasblasen unter der Folie, die nicht entfernt
werden können. Unter Warmluft werden die transparenten Folien
getrocknet. Falls notwendig, kann dann die Transparenzbehand-
lung jetzt an den aufgezogenen Folien wiederholt werden;
Ergebnisse und Diskussion
Mit der geschilderten Methode lassen sich Lipoprotein-
elektrophoresen mit guter Reproduzierbarkeit durch-
führen. Bei mehrfacher (n = 30) Auftrennung eines
Normalserums betrug die Standardabweichung für die
a-Lipoproteine 2,3%, für die prä-/?-Lipoproteine 0,9%
und für die ß-Lipoproteine 3,0% der Gesamtextinktion.
KLEMENS (1) gab Streubreiten von 3,6%, 2,9% und
3,0% bei mehrfacher Auftrennung eines Normalserums
an.
Die Ergebnisse der Lipoproteinelektrophorese auf
Celluloseacetat sind denen der Auftrennung im Aga-
rosegel vergleichbar (l, 3, 5, 6), die Trennschärfe ist
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Lipoprotein-Elektrophorese eines Normalserums («-Lipoproteine 31 %,
prä-/ff-Lipoproteine 14%, 0-Lipoproteine 55%). Bei sonst identischen
Versuchsbedingungen erfolgte die Färbung a) nach der genannten
Methode (1,5g ölrot/1), b) nach der Vorschrift von KLEMENS (1)
(0,5 g Ölrot/1)
aber durch Verwendung von Celluloseacetat und nicht
zuletzt durch die geringe eingesetzte Probenmenge auch
ohne Albuminzusatz größer (vgl. l, 4—8). Die Inten-
sität der Färbung ist abhängig von der Konzentration
des gelösten Ölrot, weshalb wir 1,5g Ölrot/1 verwenden
(vgl. Abb. 1). Die Färbung ist sowohl im Entfärbe- als
auch im Transparenzbad stabil (1). Erst bei einer Ver-
weildauer der Folien im Transparenzbad über 7 s, die
normalerweise nicht annähernd erreicht wird, stellten
wir eine Verschiebung der einzelnen Anteile an der
Gesamtextinktion zugunsten der prä-/5-Lipoproteine um
max. 6% auf Kosten der ß-Lipoproteine fest. Der Anteil
der -Lipoproteine blieb konstant.
Da die prozentualen Anteile der einzelnen Lipid-
komponenten in den Lipoproteinen als konstant ange-
nommen werden kann (10, 11, 12), steht einer densito-
metrischen (semi-)quantitativen Auswertung nichts im
Wege.
Hyperlipoproteinaemien vom Verteilungsmuster Typ I,
Ila, lib, IV und V nach FREDRICKSON (3) können meist
sicher diagnostiziert werden (vgl. Tab. 1. u. 2). Die mit
der Methode erhaltenen Normalwerte sind aus Tabelle l
ersichtlich (vgl. 1. c. (1), (10)). Laufende Kontroll-
untersuchungen dienen der Beurteilung des Therapie-
erfolgs.
Erhebt sich der Verdacht auf das Vorliegen eines Ver-
teilungsmusters vom Typ III, läßt sich häufig durch
Veränderung der Elektrophoresebedingungen (Puffer:
Veronal/Veronal-Na/Ca-Lactat 16,9 g/43,8 g, 1,9 g, dest.
Wasser 5000 ml; 0,05 mol/1, pH 8,6; Trennzeit 60 min
bei einer Trennstrecke von 5 cm) eine Abtrennung der
prä-/?-Fraktion von den /?-Lipoproteinen erreichen.
Andernfalls sind entsprechende SpezialUntersuchungen
notwendig. (Ultrazentrifugati on, immunologischer
Nachweis von LP-X) (3, 13, 14).
Die stets in geringer Konzentration im Albuminbereich
nachweisbaren freien Fettsäuren, die besonders nach
längerer Lagerung über 4°C infolge der Serum-Lipase-
Aktivität vermehrt sind, werden bei der densito-
metrischen Auswertung nicht mit berücksichtigt. Mehr-
faches Einfrieren und Wiederauftauen der Proben führt
durch Molekülcrackung zu einer Vermehrung von
Lipoproteinmolekül-Bruchstücken, die in der nach-
folgenden Elektrophorese ein Tailing verursachen bzw.
am Start liegen bleiben und so das Vorliegen von
Chylomikronen vortäuschen. Zentrifugationsversuche
(Sorvall high speed Zentrifuge RC2B mit 50000 £ bei
0—4°C, Dauer l—6h) an mehrmals bei —18°C einge-
frorenen und wieder aufgetauten Seren (Normalseren
sowie Verteilungsmuster II und IV) ergaben eine deut-
liche Vermehrung von an der Oberfläche flottierenden
Lipiden, die sich elektrophoretisch wie Chylomikronen
verhielten. Mehrfach bei —78°C eingefrorene Seren
zeigten diese Veränderungen nicht. Dennoch gingen
wir dazu über, einmal aufgetaute Seren nicht wieder
einzufrieren, sondern sofort zu verwenden und danach
zu verwerfen.
Tab. l







































































x sowie s beziehen sich auf p<rä-/? und /0-Lipoproteine
.. Klin. Chem. Klin. Biochem. / 10. Jahrg. 1972 / Heft 12
554 Ziegler: Zur Methodik der Lipoprotein-Elektrophorese
Tab. 2














































































































































Verdacht auf Typ I I I






*) Die Trennung der prä-0-Lipoproteine von den 0-Lipoproteinen erfolgte erst bei Elektrophorese im modifizierten Puffersystem
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